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Introduction



.  INTRODUCTION

En clinique humaine I'utilisation efficiente des antibiotiques requieﬁ
I'étude préalable in-vitro du comportement des souches bactériennes
responsables d'infections vis a vis de différentes molécules d'antibiotiques.

Tres souvent, l'antibiogramme de la souche bactérienne isolée suffit a lui seul
pour mettre en route une antibiothérapie efficace car permettant de choisir sur un
groupe d'antibiotiques testés le plus efficace sur la bactérie isolée.

Cependant lors d'infections graves telles que les septicémies ou celles survenant
sur un terrain immunodépressif, le traitement requiert alors ['utilisation
d'antibiotiques fortement bactéricides, donc une €wude plus détaiiice de l'activité
des antibiotiques supposés étre efficaces.

C'est dans ce cadre que s'inscrit notre étude qui au dela de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) et de la CMB (Concentration Minimale
Bactéricide) vise a déterminer la cinétique de bactéricidie d'antibiotiques
souvent utilisés au CHU le Dantec 1I'étude porte sur des cocci Gram positif et
bacilles Gram négatifs isolés sur des malades du CHU.

La méthode utilisée est celle de dilution en milieu liquide sur
microplaque.

Dans la premiére partie de notre travail nous nous proposerons de faire
des rappels bibliographiques liés a I'antibiothérapie et aux effets bactéricides des
antibiotiques, ensuite nous exposerons le matériel et les méthodes utilisés pour

enfin exposer les résultats et les discuter.



Généralités



II. GENERALITES

A. LES ANTIBIOTIQUES
1. Définition (1, 27)

Les antibiotiques sont des substances chimiques, produites par des micro-
organismes ou obtenues par hémi-syntheése ou synthese totale, douées d’une
activité antibactérienne. Ils agissent a |’échelon moléculaire sur une cible
spécifique (entravant en général un processus vital). L’activité antibactérienne
va se manifester par une destruction des bactéries ou une inhibition de leur

multiplication.

2. Classification (1,3,7)
a) Les béta-lactamines
C’est |'une des familles d’antibiotiques les plus prolifiques. Elles

contiennent dans leur structure un noyau béta-lactame responsable de I’activité
antibactérienne.
On distingue trois familles :

Les pénicillines

Les céphalosporines

LLes monobactams

¢ Les pénicillines
Leur structure comprend un cycle béta-lactame accolé a un cycle

thiazolidine.

Selon la nature des substituants greffés a ce noyau on distinguera dans ce groupe
entre autres :

-Les pénicillines naturelles (groupes G et V)

-Les pénicillines du groupe A (aminopenicillines) avec ['amoxicilline et
I’ampicilline.

-Les pénicillines du groupe M (isooxazolylpénicillines) telles que oxacilline et la

flucloxacilline.



-Les carboxypenicillines avec la carbenicilline et la ticarcilline.
-Les acyluréidopénicillines (pipéracilline, azlocilline, mezlocilline)

-Les amidinopénicillines (pivmécillinam)

3 Les céphalosporines

Les céphalosporines ont pour noyau commun l'acide 7-amino
céphalosporanique.
La classification des céphalosporines repose davantage sur leur spectre d'action
de plus en plus large que sur une structure chimique commune. On les répertorie
de fagon quelque peu arbitraire en générations successives:
- 1 génération : céfadroxyl, céfaloridine, céfalotine, céfaprine, céfazoline,
céfradine, céfalexine.
5 Zome génération : céfamandole, céfatrizine, céfuroxime, céfotiam,
cefoxitine, céfaclor, céforadine.
- 3°™ génération : ceftriaxone, céfopérazone, latamoxef, ceftazidime,

cefsulozine, céfotetan.

- 4" génération : cefépime, cefpirome

¢ Les monobactames
Les monobactames sont des béta-lactames monocycliques, le plus utilisé en

thérapeutique est 1’aztreonam. Son spectre est limité aux bactéries a Gram

négatif aérobies.

b) Les macrolides, lincosamides, streptogramines (MLS)
Les premiers macrolides sont d'origine naturelle (€rythromycine,

spiramycine, trioléandomycine).  Afin  d’améliorer leurs  propriétés
pharmacocinétiques des dérivés semi-synthétiques de l'érythromycine ont été
synthétisés (roxithromycine, clarithromycine, dirithromycine, azithromycine)

LLes licosamides (clindamycine, lincomycine) et les stretogramines ou
synergistines (virginiamycine, pristinamycine) sont de molécules apparentées

aux macolides. Le spectre des MLS couvre habituellement les bactéries a Gram



positif, les cocci & Gram négatif, les bacilles a Gram négatifs anaérobies et des

bactéries intracellulaires telles que Legionella, Chlamydia, Mycoplasma.

¢) Les aminosides
Les premiers aminoglycosides découverts ont été des molécules naturelles

produites par des souches de Streptomyces ( tobramycine) ou d' Actinomyces
(gentamicine, sisomicine). A partir de ces dérivés naturels, des produits semi-
synthétiques (amikacine, isépamicine, nétilmicine) ont été congus dans le but
d'obtenir des molécules insensibles a l'inactivation par les bactéries devenues
résistantes aux aminoglycosides naturels, mais aussi de diminuer la toxicité des
compose€s parents. |

Les aminosides se classent en trois grands groupes :

l ére

génération : streptomycine, néomycine, kanamycine. ..

2°™ génération : gentamicine, amikacine, tobramicine. ..

3{:mc

génération : netilmicine

d) Les cyclines
Leur activité antibiotique est uniquement bactériostatique. Elles voient

leur usage limité aujourd'hui par I'émergence de résistances.
Sur la base de leur caractéristiques pharmacocinétiques (demi-vie), on
distinguera les cyclines :

de premiere génération : tétracycline, chlortétracycline, oxytétracycline,
déméclocycline

de deuxiéme génération: doxycycline, minocycline.

e) Les phénicolés
Les phénicolés sont des dérivés de l'acide dichloroacétique, ils sont

porteurs d'un groupement phényle substitué. Ils ont un large spectre et une
bonne pénétration dans le systeme nerveux central. Mais leur usage est
actuellement limité par leur toxicité médullaire. A |'heure actuelle, seuls le

chloramphénicol et le thiamphénicol sont utilisés en clinique.



f) Les quinolones
Elles-peuvent étre scindées en deux groupes :

e Les anciennes quinolones : leur spectre est limité aux bacilles Gram
négatifs essentiellement entérobactéries. elles sont destinées au traitement
peros des infections urinaires. Les molécules utilisées sont les acides
nalidixique, oxolinique, pipémidique et piromidique.

e Les nouvelles quinolones présentent une activité plus imf;nse du fait de
leur spectre plus €largi et de leur meilleure diffusion tissulaire. Nous
avons dans ce groupe; les dérivés fluorés tels que la ciprofloxacine, la

pefloxacine et la norfloxacine. La rosoxacine n’est pas fluorée.

g) Les sulfamidés et diaminopyridine

Les sulfamidés et diaminopyridines agissent au niveau d'étapes successives
de la synthese de l'acide folique, les seconds étant des potentialisateurs de
l'activité des premiers. Ils bloquent ainsi la synthése des acides nucléiques car
I'acide folique, est un cofacteur de la synthése ultérieure des bases puriques et
Pyrimidiques.

Les sulfamidés se distinguent par leur demi-vie plasmatique. On les classera en
dérivés a demi-vie :

- courte (< 10 heures) : sulfacarbamide, sulfisomide, sulfadimidine, sulfafurazol.
- moyenne (10 - 20 heures) : sulfaméthoxazole, sulfadiazine, sulfaphénazol.

- longue (> 20 heures) : sulfamérazine, sulfadimethoxine, sulfapérazine

- ultralongue (> 100 heures) : sulfadoxine.

h) Les glycopeptides
Ce sont des antibiotiques bactéricides qui agissent en inhibant la

biosynthése de la paroi. Dans ce groupe on retrouve la vancomycine et la

teicoplanine. Les glycopéptides sont actifs sur les bactéries Gram positif.



i) Les autres antibiotiques
D’autres antibiotiques comme les polymyxines I’acide fusidique et la

bacitracine sont aussi utilisés en thérapeutique humaine.

3. Mécanismes d’action (1, 3, 11, 20)

[ci nous nous intéresserons aux processus moléculaires bactéricides des

antibiotiques de notre étude.

a) Les béta-lactamines
Les béta-lactamines agissent sur les bactéries en interférant avec le

meétabolisme de la paroi cellulaire. Ainsi les béta-lactamines inhibent les stades
finaux de la formation d’une macromolécule, le peptidoglycane, principal
constituant structural de cette paroi. Les conséquences cellulaires de cette
inhibition sont, I’arrét de la croissance, des changements morphologiques et
souvent la bactéricidie avec lyse. Le mécanisme d’action des béta-lactamines
passe par une fixation sur des récepteurs protéiques de la membrane appelés
PLP (Protéine Liant la Pénicilline) qui sont impliqués dans la formation des
ponts peptidiques du peptidoglycane. Cette fixation déclenche les systémes

autolytiques bactérien entrainant la lyse de leur paroi.

b) Les aminosides
l.es aminosides ou aminoglycosides sont des molécules largement

employées en thérapeutique dans le traitement des infections bactériennes
sévéres. Les aminosides ont des effets diversifiés qui s’exercent sur un certain
nombre de cibles cellulaires (ribosomes principalement), ces effets sont dits
pleiotropiques.
Les principaux modes d’action des aminosides sont les suivants :
e Altération de la syntheése protéique par :
o Inhibition de la traduction dans ces différentes phases (initiation,
élongation, terminaison).

o Induction d’erreur de traduction.



e Interférence avec le systéme de transport des électrons.
e Altération des enveloppes bactériennes.
e Altération de la synthése de I’ADN.

e [Dégradation de I’ARN.

¢) Les quinolones
Les quinolones agissent en bloquant la synthése de I’ADN bactérien. Ce

blocage passe par une inhibition de I’ ADN gyrase, enzyme assurant le
surenroulement négatif de I’ADN bactérien. Le chromosome bactérien est
normalement surenroulé négativement. La modification de la tension introduite
par les quinolones va altérer un certain nombre de fonctions vitales, dont la
réplication, la transcription, la recombinaison et la stabilité¢ des plasmides. La
perturbation de I’expression des génes qui va en résulter pourrait entrainer une
cascade d’évenements cellulaires pouvant conduire & des divisions cellulaires

prématurées, tardives, ou bien totalement inhibées.

d) Les macrolides
Les macrolides se fixent a la sous-unité 50S des ribosomes bactériens, au niveau

du site P. Ils empéchent ainsi le transfert du complexe peptidyl-ARNtr depuis le
site P vers le site A, ce qui entraine une inhibition de I'élongation de la chaine
peptidique. Les macrolides exercent une activité bactériostatique, qui peut

devenir bactéricide a dose suffisante.

4. Mécanismes de résistance (1, 34, 35, 36, 41, 42)
Les mécanismes de résistance décrits a ['heure actuelle peuvent étre classes

en 3 principales catégories :

a) Résistance par inhibition enzymatique de l'antibiotique
Ce mode de résistance implique l'inactivation de l'antibiotique par un enzyme

bactérien. C’est I’exemple des béta-lactamases, enzymes produits par certaines
bactéries, capables d’inhiber les béta-lactamines par hydrolyse de leur cycle

béta-lactame. Les béta-lactamases sont le plus souvent codées par des plasmides.



Les plus grands producteurs de béta-lactamases sont les staphylocoques, mais
aussi les Gram négatifs.

Ce type de résistance peut aussi concerner les aminosides qui peuvent étre
inactivées par des enzymes bactériens tels que ; les N-acétyltransférases, les O-
nucléotidases et les O-phosphorylases.

L'érythromycine estérase, chez Escherichia coli, inactive le cycle lactone

de I'érythromycine. Ce mode de résistance plasmidique est toutefois assez rare.

b) Résistance par altération de la cible bactérienne
Pour étre actifs les antibiotiques doivent se fixer sur leurs cibles. Suite a

une modification de ces cibles, certaines bactéries peuvent rester insensibles a
I’action d’un antibiotique. Les antibiotiques inhibiteurs d'enzyme sont rendus
inactifs lorsqu'une mutation de 'enzyme-cible y empéche leur liaison. Ainsi La
résistance aux fluoroquinolones peut étre due a la mutation de I'ADN gyrase, qui

empéche la formation du complexe ternaire fluoroquinolone - gyrase - ADN. Ce

Escherichia coli et les bactéries Gram positif. La résistance aux béta-lactamines
peut étre due a une diminution de l'affinité de leur liaison aux PLP suite a une

mutation de celles-ci.

¢) Résistance par altération de la pénétration de I'antibiotique
dans la bactérie (41)

La membrane externe des Gram négatifs peut constituer une barriere a la
pénétration des antibiotiques. A travers cette membrane de petits canaux aqueux
appelés porines permettent le passage de petites molécules hydrophiles. Ainsi,
des molécules antibiotiques trop volumineuses ou insuffisamment hydrophiles
ne pourront emprunter cette voie d'accés et ne penetreront que modestement
dans les bactéries. Toute mutation affectant une porine va perturber Ia
pénétration de I'antibiotique dont elle permet le passage.

[’antibiotique au sein de la bactérie peut étre aussi expulsé vers

I’extérieur par un systéme de pompes actives localisées sur la membrane interne.



Ce phénomene connu sous le nom d’efflux actif a été décrit pour les

fluoroquinolones, les tetracyclines et les macrolides.

Ces mécanismes sont responsables :
- des résistances naturelles : c'est a dire quand les souches sont toujours
résistantes aux antibiotiques (elles ne sont pas génantes car prévisibles ).
- des résistances acquises : seules quelques souches sont résistantes dans une
espece bactérienne (elles sont génantes car imprévisibles ).

La résistance aux antibiotiques est favorisée par I'usage des antibiotiques
qui exercent une pression de sélection en privilégiant la croissance de souches

résistantes ou en induisant l'expression de phénotypes inductibles.

B. RAPPELS SUR LES METHODES D’ETUDE DES
ANTIBIOTIQUES (8, 9, 12)

Le role majeur d’un antibiotique est d’abaisser et de détruire le plus
rapidement possible le nombre de bactéries au niveau du site d’infection. La
détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques est une étape
indispensable au choix des molécules thérapeutiques a utiliser. Cette
détermination est basée sur I’étude de la croissance bactérienne en presence d’un
gradient de concentration d’antibiotique réalis¢ dans un milieu de culture.
L’efficacité d’un antibiotique sur une souche peut s’exprimer en terme de

bactériostase et de bactéricidie.

1. Bactériostase

a) Définition
La bactériostase correspond au ralentissement de la croissance d’une population

bactérienne sans phase de destruction. Celle ci est considérée pour des bactéries

qui ont été mises en contact avec [’agent antibiotique lors de leur phase de
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croissance. Lorsque D'activité bactériostatique est maximale la population

bactérienne reste égale 4 celle de I’inoculum de départ.

b) Caractérisation
& La CMI (8,13)
Dans le cas usuel d’un micro organisme & croissance rapide (24 h), la CMI
correspond a la plus faible concentration capable d’inhiber dans un milieu de
culture toute croissance visible de la souche aprés 18-24 heures d’incubation a

37°C. La CMI est souvent exprimée en pg/ml.

¢ La concentration inhibitrice 50% (CI 50%)
C’est un analogue de la concentration létale 50% utilisée en toxicologie. La

CI 50 est la concentration d’antibiotique permettant de réduire de 50 % la
croissance bactérienne par rapport a la culture témoin sans antibiotique.

La CMI et la CI 50% ne sont pas des constantes ce sont des grandeurs
phénoménologiques qui varient selon les conditions opératoires de leur

détermination.
¢) Méthodes de détermination de la CMI

Deux types de méthodes permettent de déterminer la CMI :

¢ Méthodes de détermination en milieu liquide (8)

lci le milieu de culture utilisé est liquide, il s’agit le plus souvent du milieu
M H. Dans des tubes stériles on prépare une gamme de concentration
d’antibiotique en solution dans le milieu. La gamme suit le plus souvent une
décroissance géométrique de raison 2. A chaque dilution est ajouté le méme
volume d’un inoculum bactérien standardisé. Un tube ne recevant pas
d’antibiotique est considéré comme tube témoin. Aprés une incubation de 18-
24h a 37 °C, la lecture se fait a I’ceil. La CMI correspond au premier tube ne

montrant pas de trouble apparent. Cette méthode de dilution en milieu liquide
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est adaptée en macrométhodes avec I’utilisation de tubes en verre ou en

micromethodes dans les plaques de microtitration a 96 cupules.

¢ Méthodes de détermination en milieu gélosé
e Méthodes de dilution
C’est la méthode de référence. Ici une gamme de concentrations en
antibiotique est réalisée en incorporant les solutions d’antibiotiques dans la
gélose nutritive. Celle-ci est ensuite coulée dans les boites de pétri. Les boites
sont ensuite ensemencées avec un inoculum bactérien d’environ 10 bactéries
viables. La lecture se fait aprés 18-24 h d’incubation. .a CMI correspond a la
premiere boite montrant moins de deux colonies sur I’emplacement de dépdt de

’inoculum.

e Méthodes de diffusion

[La plus utilisée actuellement est celle du e-test®. Cette technique est
fondée sur I'utilisation de bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel
prédéfini de I’antibiotique a tester. Les bandelettes sont des supports inertes et
hydrophobes de 80 mm de long sur Smm de large. Elles sont appliquées sur la
surface d’une gélose préalablement ensemencée avec la souche a étudier. Apres
incubation, I’inhibition de la croissance bactérienne se traduira par la présence
d’une ellipse dont le point d’intersection avec la bandelette définit la CMI.
[.’échelle de concentration imprimée sur la face supérieure de la bandelette

permet une lecture rapide.

d) Intéréts, problemes et limites de la détermination de la CMI
¢ Intéréts (8, 13)
Pour une souche donnée, la CMI d’un antibiotique est utilisée comme
terme d’appréciation de son efficacité. Usuellement la souche sera dite sensible
si la CMI est inférieure a la concentration d’antibiotique obtenue dans

I’organisme. La souche sera considérée comme résistante si la CMI est
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supérieure aux concentrations maximales retrouvées dans I’organisme. Ainsi la
CMI pourrait étre considérée comme un critére prédictif du résultat clinique.

La CMI est aussi un parametre d’évaluation permettant la comparaison
entre la souche étudiée et d’autres bactéries connues pour leur comportement vis

a vis de ’antibiotique testé.

¢ Problemes et limites

D’une part, la CMI est une variable qui dépend de plusieurs facteurs.
L’hétérogénéité de la souche bactérienne et la sensibilité différentielle des
individus la composant fait que la CMI caractérise la sensibilité de la bactérie la
moins sensible. Ainsi il a été montré que la CMI augmenterait avec la taille de
I’inoculum bactérien. D’autre part, du fait que la CMI est déterminée a partir de
dilutions successives d’antibiotiques, sa sensibilité dépendra du choix de la
concentration de départ. La CMI théorique étant en réalité comprise entre deux
points de gamme. Certaines molécules antibiotiques donnent dans |’organisme
des métabolites plus actifs. C’est la cas de la clarithromycine qui donne chez
I’homme un métabolite 14-hydroxylé. Ce métabolite donne pour certaines
especes bactériennes des CMI égales ou inférieures d’une dilution a celle de la

clarithromycine (51).

2. Bactéricidie
a) Définition (12, 13)

La bactéricidie désigne la destruction et la mort de bactéries sous [’effet
d’un antibiotique par incapacité de se multiplier.
Un antibiotique a un effet bactéricide a un temps donné lorsque le nombre de
bactéries viables (capables de se reproduire en présence d’une concentration
définie d’antibiotique) est inférieur a celui de I’inoculum de départ.
Cette bactéricidie s’effectue selon deux modalités essentielles :
-Une mortalité dépendante de la concentration : ici I’effet est proportionnel a la

concentration d’antibiotique, cependant I’accroissement de la |étalité est freiné
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au-dela d’une certaine concentration. Les aminosides, I’imipénéme et les
fluoroquinolones (pour les bacilles Gram négatif) sont des antibiotiques
« concentration dépendants ».

-Une mortalité « temps dép;endante » 1 ici effet est de type tout-ou-rien; la
vitesse de mortalité est maximale des que le seuil de bactéricidie est atteint. Les
betalactamines et les glycopeptides sont concernées par ce type d’activité

bactéricide.

b) Caractérisation (8)
L’activité bactéricide est appréciée par la concentration minimale

bactéricide (CMB) et par les cinétiques de bactéricidie.

¢ LaCMB
C’est la plus petite concentration qui laisse un faible pourcentage de

bactéries survivantes aprés une incubation de 18-24 h.
Ce pourcentage est usuellement fixé & 0,01% en France et 4 0,1% dans les pays
anglo-saxons.(8)

La CMB se présente comme un analogue de la CMI, elle est d’ailleurs

exprimée en (png/ml).

¢ Les cinétiques de bactéricidie
Elles permettent d’évaluer la décroissance de I’inoculum bactérien en

fonction du temps et des concentrations d’antibiotique.

¢) LaCMB (8,12,13)
¢ Les méthodes d’étude
La CMB est déterminée selon le méme principe que le détermination de la
CMI en milieu liquide. Apres la lecture de la CMI, une numération des bactéries
survivantes est effectuée a partir des concentrations d’antibiotiques supérieures a

la CMI par repiquage sur gélose sans antibiotique. On détermine ainsi la plus
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petite concentration d’antibiotique laissant moins de 0,01% de bactéries
survivantes par rapport a I’inoculum de départ. |
Les méthodes d’études sont celles des méthodes de dilution en milieu
liquide. Elles sont réalisées soit en tubes (macrodilution) soit en microplaques
(microdilution). Le milieu le plus utilisé reste celui de Mueller-Hinton, les

concentration d’antibiotiques suivent une progression geometrique de raison Y.

¢ Problémes et limites de la CMB
Deux paramétres essentiels interviennent dans les méthodes d’étude de la

CMB : le temps d’incubation et le nombre de survivants fixé de maniére
arbitraire.

La CMB étant déterminée en point final (au bout de 24h), elle ne refléte pas
la dynamique complexe de ’activité bactéricide d’un antibiotique. En effet elle
globalise la phase précoce de bactéricidie et la phase de recroissance bactérienne
qui peut la suivre. Les problemes liés a la stabilité de I’antibiotique en solution
aqueuse ne seront pas mis en évidence par ce parametre. La définition arbitrairc
du seuil de survivant entraine une classification artificielle des souches sensibles
et des souches résistantes ou tolérantes a |’effet bactéricide. Ainsi des souches
voisines mais de part et d’autre de cette valeur de coupure seront séparées, alors
des souches de comportements cinétiques différents seront réunies.

La présence d’un effet paradoxal rend également difficile I’interprétation de la
CMB. En effet avec certaines souches le pourcentage de survivants est inférieur
a 0,01% pour les concentrations proches de la CMI,mais il est supérieur pour
des concentrations plus élevées. Ce qui pose le probléme du choix de la
concentration représentant la CMB. L’effet paradoxal est surtout retrouvé avec
les béta-lactamines dans ce cas [’une des hypothéses explicativeé serait que les
fortes concentrations d’antibiotiques inhiberaient la synthése des protéines dans
la bactérie empéchant de ce fait la multiplication bactérienne nécessaire a

[’activité de I’antibiotique.



L’utilisation de la CMB comme outil de définition de la notion de tolérance
est tres discutée. En effet le phénoméne de tolérance traduit une vitesse de
bactéricidie plus lente. De maniére classique la tolérance d’une souche est
etudiée en calculant le rapport CMI/CMB qui doit étre supérieur ou égal a 32

pour les souches tolérantes.

d) Les cinétiques de bactéricidie

L’objectif de ces méthodes est une étude de I’activité bactéricide des
antibiotiques en tenant compte de deux paramétres essentiels que sont la
concentration de I’antibiotique et le temps d’incubation.

Des modeles statiques et dynamiques sont utilisés pour étudier les

cinétiques de bactéricidie. (18)

¢ Méthodes d’études
e Modeéles statiques :
[ci dans le milieu nutritif, I’inoculum bactérien est mis en contact avec des
concentrations d’antibiotiques maintenues constantes durant ’expérience. Le
mélange est incubé a 37°C. A des temps donnés, des aliquotes de ce mélange
sont prélevés pour dénombrer les bactéries viables. Les résultats de ces
dénombrements permettront de tracer les courbes de bactéricidie pour chaque

concentration.

e Modeles dynamiques
[Is sont inspirés des modeles statiques, mais ils sont plus réalistes car les

concentrations d’antibiotiques utilisées vont varier en fonction du temps se
rapprochant ainsi des conditions réelles in-vivo. En effet dans ["organisme les
concentrations d’antibiotiques ne sont pas fixes, aprés administration elles
évoluent selon la pharmacocinétique de la molécule étudiée. (22)

Un des premiers modeles fut celui de la vessie urinaire de O’Grady en

1966 (38), il simule les conditions de cystites non suivies de complications. Ici

16



la culture bactérienne diluée dans un bouillon est contenue dans une vessie de
verre. Celle ci1 est vidée a intervalles réguliers en laissant un volume résiduel.
Une lecture turbidimétrique de la croissance bactérienne en présence de
Iantibiotique est régulierement réalisée a-la base de la vessie. Ce modéle
permettant de reproduire le profil d’excrétion rénale d’un antibiotique a été
amélioré et automatiseé. Le modele de San Filippo et Morvillo (44) permet de
reproduire les taux sériques de l’a{ntibiotique.

Ces modeles dynamiques permettent de reproduire toutes les variations
pharmacocinétiques des concentrations d’antibiotiques rencontrées en

thérapeutique.

¢ Intéréts des cinétiques dans I’évaluation de I’activité
bactéricide d’un antibiotique.

Les cinétiques de bactéricidie sont des méthodes longues et assez
fastidieuses. Elles étudient I’activité d’un antibiotique en fonction de la
concentration et du temps. L’intérét pour ces méthodes est cependant justifié par
plusieurs raisons :

¢ Les limites de la CMB dans I’évaluation des phénomenes de bactéricidie.

e [ ’augmentation des infections profondes, et de celles intervenant sur
terrain immunodéprime.

e Possibilit¢ de prédire Iefficacité thérapeutique d’un traitement
antibiotique.

e Ces méthodes permettent aussi de mesurer la vitesse de bactéricidie qui
traduit une certaine efficacité antibiotique.

e Les cinétiques de bactéricidie permettent également la mise en évidence
du mode d’action des antibiotiques et de distinguer deux grands types
d’antibiotiques ; ceux dont la vitesse dépend de la concentration et les
antibiotiques « temps dépendant » dont ’activité maximale est atteint au

bout d’un certain temps. (8)
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e Outre I'intérét des cinétiques pour visualiser les phases précoces et
tardives de la bactéricidie elles seraient les meilleures méthodes pour
détecter les bactéries tolérantes. (25)

Les cinétiques permettent aussi de détecter les phases tardives de'.

recroissance qui se traduisent au plan clinique par des rechutes.

3. Facteurs techniques modifiant la CMI, la CMB et les
cinétiques de bactéricidie

L’activité bactériostatique et bactéricide des antibiotiques est soumise a
I’influence de plusieurs facteurs techniques. Ceci limite la reproductibilité des
méthodes de détermination de la CMI, de la CMB et des cinétiques de
bactéricidie.

Ainsi interviendront différents parametres du milieu de culture: les
conditions de culture, la nature du récipient, I’agitation, [’atmosphére et le temps
d’incubation. D’autres facteurs importants interviendront aussi, a savoir

I’inoculum bactérien et le transport d’antibiotiques.

a) Influence du milieu de culture
Le milieu de culture est un facteur important. Il affecte ’activité de

certains antibiotiques de par sa teneur en cations, son pH et la présence de
substances antagonistes diverses. De par sa qualité nutritive, le milieu va aussi
influencer les parametre de croissance de la bactérie (phase de latence, vitesse ,

temps de génération)

¢ Composition du milieu (9, 12)
La composition du milieu en nutriments joue un réle tres important. En

effet un milieu riche en peptone favorise I’effet des antibiotiques agissant sur les
bactéries en voie de multiplication (cas des béta-lactamines), alors qu’un milieu
pauvre va favoriser les antibiotiques agissant sur les bactéries au repos. Les

protéines du milieu peuvent aussi agir en se liant a une partie des antibiotiques.
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En geénéral le milieu utilisé pour I’étude des antibiotiques est celui de
Mueller-Hinton. Le milieu trypticase-soja n’est pas employé car ayant une

activité inhibitrice sur les aminosides et les tetracyclines.

¢ Influence du pH
A pH acide certains antibiotiques tels que les béta-lactamines ont une

meilleure activité bactériostatique alors que le pH alcalin favoriserait [’action
des aminosides et des macrolides. (52)

D’apres Horne et Tomaz, un pH acide favorise la tolérance bactérienne.
L’inhibition d’une autolysine expliquerait ce phénoméne. Handwerger et al. ont
montré qu’une variation de pH au site d’infection pouvait expliquer une

variation du taux de bactéricidie. (25)

¢ Atmosphére d’incubation
Elle agit par modification du pH. Ainsi une atmosphére enrichie en CO,

peut modifier le pH et diminuer ’activité d’antibiotiques tels que les aminosides

(8).

b) Influence du récipient

Le volume du récipient va influencer le volume du milieu et de la
population bactérienne globale. Les petits volumes de 100 a 200ul utilisés dans
les micro-méthodes permettront I’étude de populations de 10*-10°. Ce niveau est
généralement inférieur a la fréquence de mutation des bactéries rendant ainsi
difficile I’émergence d’une hétérogénéité dans la population (50).

La nature et la forme des récipients sont aussi importantes. En effet plus la
surface de contact avec le milieu de culture est grande, plus I’activité bactéricide
est faible et plus le taux de recroissances tardives sera élevé. Ce phénomene est
provoqué par des bactéries adhérentes a la paroi du récipient, juste au dessus du
ménisque du milieu de culture. Ces bactéries ne sont pas en contact avec

I’antibiotique et échappent de ce fait a I’action lytique (8). Le taux d’adhérence
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aux parois differe selon la nature du récipient. Certains auteurs ont trouvé, dans
des conditions comparables, un taux d’adhérence et donc un taux de survivants
plus élevé pour les tubes en plastiques par rapport aux tubes en verre (47).

Une agitation 4h avant le répiquage de la 24°™ h est vivement conseillée
pour permettre une remise en contact de I’antibiotique avec les bactéries
demeurées sur les parois. Cette agitation permet aussi la dispersion des agrégats
bactériens qui se forment pour certaines especes bactériennes notamment P.
aeruginosa. Les bactéries au centre de ces agrégats peuvent en partie étre

protégées du contact avec ’antibiotique (47, 50).

¢) Autres facteurs influencants
¢ L’inoculum bactérien
Sa taille et son état physiologique sont trés importants. L’activité
bactéricide des antibiotiques diminue lorsque la taille de I’inoculum augmente.
Ainsi I'ICS recommande pour la détermination des CMI et CMB d’utiliser des
inocula calibrés a 10°-10° UFC/ml. Le NCCLS recommande un inoculum de
5.10° UFC/ml pour les bactéries aérobies et un inoculum de 5. 10° UFC/m1.(36)

Concernant |’état physiologique, la phase de croissance est importante.
L’action des antibiotiques ne s’exerce en général que sur des bactéries en phase
de croissance. Ainsi I'utilisation d’une culture stationnaire diminue I’activité
bactéricide de la plupart des antibiotiques (8, 25). Cependant pour certaines
molécules telles que les pénémes et les aminosides, 1’activité bactéricide peut

s’exercer en |’absence de multiplication (8).
Handwerger et al. ont montré que le phénomene de tolérance de Staphyloccocus
aureus vis a vis des béta-lactamines était le plus souvent observé sur des
bactéries en phase stationnaire. Pour d’autres auteurs tels que Goessens et al

(21),la tolérance est indépendante de la phase de croissance.
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¢ Temps de réincubation
[l est souvent limité a 24 h. Selon certains auteurs un délai de 48 a 72

heures est nécessaire pour obtenir la croissance de toutes les bactéries viables
sur le milieu de dénombrement (47).
Cependant ’allongement de ce temps peut entrainer la mort des bactéries

dont la multiplication est stoppée.(8)

¢ Transport d’antibiotiques
Lors du repiquage permettant le développement des bactéries survivantes

et donc leur dénombrement, une quantité d’antibiotique peut-étre transférée du
milieu de culture sur les géloses. Cette quantité peut-étre suffisante pour
empécher la croissance des bactéries viables et surévaluer de ce fait les activités
bactéricides. Ce phénoméne de « carry-over » ou transport d’antibiotique est
observé pour toutes les méthodes utilisées. Ce facteur est important pour les
méthodes ou un volume important (10pl ou plus) de mélange (antibiotique

bactéries) est directement repiqué sur la gélose de dénombrement. (47)

¢ Choix du temps de repiquage
Concernant |’étude des cinétiques 4 repiquages sont indispensables pour

comparer et détecter les antibiotiques a bactéricidie rapide et ceux dont une
phase de latence préceéde I’activité. Un repiquage tardif permettra de mettre en
évidence les phénoménes de recroissances tardives. Il est recommandé
d’effectuer 5 repiquages en moyenne aux temps O h; 1,5-2 h;3-4 h; 6-8 h et un
dernier a 18-24 h. (8)

La standardisation des méthodes de détermination du pouvoir bactéricide
des antibiotiques est indispensable pour obtenir une bonne reproductibilité et
une bonne fiabilité des résultats. Une bonne reproductibilité est indispensable

pour comparer les résultats de différents laboratoires.
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Ill. MATERIEL ET METHODES

Ce travail a été effectué au niveau de |'unité de recherche de

microbiologie du laboratoire de bactériologie virologie de I'HALD.

A. SOUCHES BACTERIENNES ET ANTIBIOTIQUES

Les souches de notre étude sont testées en méme temps que des souches de
références dont les valeurs critiques sont connues ce qui permet de valider les

résultats obtenus.

1. Souches a tester
Notre €tude porte sur 44 souches dont l'isolement et l'identification ont été
faites au laboratoire par les méthodes classiques. Ces souches ont été isolées de
bactériémie, d'infections respiratoires basses, d’otites, d’infections cutanéo-
muqueuses et ostéoarticulaires.
Les prélevements ont été effectués sur des patients de 'HALD. Il s’agit de
souches isolées de bactériémies (staphylocoque et bacilles gram négatifs) au
service de réanimation, d’otites (Pseudomonas aeruginosa) en ORL,
d’infections cutanées (Staphylocoques, Pseudomonas) et d’infections
respiratoires basses (pneumocoques)
Ces souches ont été isolées entre Mars 1999 et Avril 2000. Elles ont été

conservées dans des bouillons adéquats a I’intérieur de cryotubes NUNC"

gardés a - 20°C.

2. Souches de référence

Nous avons utilisé les souches type ATCC, souches pour lesquelles les
valeurs critiques de la CMI pour certains antibiotiques sont connues.

Ies souches de références utilisées sont les suivantes :
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Valeurs critiques de la CMI en mg/|

Ciprofloxacine : 0,004-0,015
Staphyloccocus aureus ATCC 29213 Gentamicine : 0,25-1

Ampicilline : 0,25-1

Ciprofloxacine : 0,25-1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gentamicine : 1-4

3. Antibiotiques de I'étude

Les antibiotiques utilisés appartiennent aux familles suivantes

Béta-Lactamines:

-Amoxicilline -Cefazoline

-Ceftriaxone -Cefatrizine

Quinolones:
-Ciprofloxacine
Macrolides
-Spiramycine
-Erythromycine
-Clarithromycine
Aminosides:

-Gentamicine
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B. MATERIEL ET REACTIFS

1. Materiel

Microplaques de 96 cupules avec couvercle en polystyréne.
Pipettes, micropipettes (Gilson®).
Embouts stériles.

flacons en verre stériles.

Bacs pour pipettes multicanaux.
Autoclaves.

Balance de précision.

Agitateur VORTEX®,

Etalon Mac Farland 0,5.
Cryotubes NUNC®,

Tubes a essai stériles.

Seringues de 10cc stériles.

Filtres & seringue stériles.

Boite de pétri stériles.

Etuves.

Lampe UV.

Four a micro-ondes.

2. Réactifs

Eau distillée et soluté de NaCl a 9%o stérils.

Gélose et bouillon Muller-Hinton.

Bouillon Ceeur-cervelle.

Gélose au sang cuit.

Solutions d'antibiotiques a une concentration de 1024 mg/l.

Tampons phosphate stériles.
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C. METHODES

1. Préparation des solutions méres d’antibiotiques

a) Réactifs
¢ Antibiotiques du commerce sous forme de poudre d'une trés grande pureté.
e Eau distillée stérile.
e solvant et diluant appropriés selon I'antibiotique (voir tableau suivant)

e TABLEAU 1: Solvants et diluants de préparation des solutions

d’antibiotiques

Antibiotiques Solvants Diluants

Amoxicilline Tampon phosphate 0,1M |eau distillée stérile
pH 6

Clarithromycine Methanol eau distillée stérile

Erythromycine Methanol : Tampon P 0,1M pHS8

Spiramycine Acétone eau distillée stérile

Gentamicine Tampon P 0,1M pHS8 eau distillée stérile

Ceftriaxone Tampon phosphate 0,1M | eau distillée stérile
pH 6

Ciprofloxacine eau distillée stérile eau distillée stérile

Céfazoline Tampon phosphate 0,1M |eau distillée stérile
pH 6

b) Protocole
Les antibiotiques sont préparés sous forme de solutions meres concentrées
a 10240mg/l. Ces solutions sont ensuite aliquotées et conservées dans des
cryotubes a -20°c jusqu'a leur utilisation.
La poudre d'antibiotique est dissoute dans un volume approprié de son

solvant, aprés dissolution totale, on compléte avec le diluant en volume suffisant

25




pour atteindre la concentration requise. Il faut bien agiter au vortex pour obtenir
une parfaite dissolution, la solution ainsi obtenue est passée a la filtration
stérilisante & |'aide d'une seringue et d'un filtre a seringue.

Toutes ces opérations doivent étre faites dans des conditions rigoureuses
d'asepsie. Certains antibiotiques de grande taille moléculaire comme les
aminosides peuvent, lors de la filtration, étre retenus adsorbés dans la membrane
du filtre, dans ces cas on évite la filtration, les conditions d'asepsies

pour leur préparation sont encore plus strictes.

Notons que certains antibiotiques sous forme de poudre ne sont pas a |'état
pur. Le degré d'impureté sera pris en compte en prenant en considération a cote
de la masse, l'activité spécifique de la poudre donnée par le fabricant. Celle ci
permettra selon le cas de déterminer la masse d'antibiotique a utiliser ou le
volume de dissolution (diluant et solvant) a utiliser pour obtenir la solution

souhaitée.

Masse(mg)= Volume(ml)  x concentration désirée en pg/ml

Activité spécifique (ug/g)

Volume de diluant= Masse (mg) X Activité spécifique(ug/g)

concentration désirée en (mg/l)

2. Préparation de I'inoculum
L'inoculum doit étre rigoureusement calibré a 10°UFC/ml (étalon Mec
Farland 0,5). Il doit étre préparé a partir de bactéries "jeunes" de 24 heures donc
les souches sont repiquées sur milieu gélosé la veille de la manipulation.
A l'aide de l'anse platiné on touche 4 a 5 colonies bien isolées de la
bactérie a étudier. Pour ce qui est de pneumocoques, il est nécessaire pour

récupérer assez de bactéries de racler la surface de la gélose avec un écouvillon
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stérile. Les bactéries ainsi prélevées sont ensemencées dans des tubes en verre
contenant 2 a 4 ml de bouillon adéquat puis incubées pendant 2 a 3 heures a
37°C. Le but de cette opération étant d'obtenir pour le test des bactéries en phase
exponentielle de croissance. Avec de le soluté isotonique de NaCl, on ajuste la
turbidité de ces suspensions bactériennes ainsi obtenues par rapport a celle de
I'étalon 0,5 sur l'échelle Mac Farland. Par la suite un volume de 100pl de cet
inoculum contenant environ 10°UFC/ml sera dilué au demi en I' ajoutant dans
les cupules contenant déja 100ul de bouillon avec antibiotique. On obtiendra
alors des charges bactériennes de 5.10°UFC au départ dans les cupules de la
microplaque.

L'inoculum est distribué dans les cupules 15 a 20 mn apres son obtention.

3. Ensemencement des microplaques et lecture

Nous avons utilisé la méthode de micro dilution en milieu liquide .
Dans les cupules d'une microplaque stérile on distribue 100ul de bouillon de
culture adéquat, sur une série de 16 cupules on effectue une dilution sériée de 2
a2 de 100pL de la solution d'antibiotique a 1024 mg/I (dilution au dixieme de la
solution mere) la premiere cupule ne regoit pas l'antibiotique elle sert de témoin
ainsi sur la série de 15 cupules suivantes on aura la gamme décroissante de
concentrations en antibiotique allant de 512 pg/ml a 0,03 pg/ml.
Ces cupules ainsi préparées re(;_oivent chacune 100ul de 'inoculum bactérien qui
est une suspension bactérienne calibrée a 10° UFC/ml (Mac Farland 0,5).
les concentrations d'antibiotique dans ces cupules vont chuter de moitié.
L'incubation est effectuée dans une étuve a 37°C.
Afin de déterminer les cinétiques de bactéricide et les CMB, des repiquages sur
un milieu gelosé sans antibiotique en raison de 10p! pour chaque cupule test
seront effectués a 1h, 2h, 4h, 6h, 12h et 24h apreés mise en contact.
Le repiquage n’est pas nécessaire pour les cupules ol apparaissent un trouble,

donc une croissance bactérienne évidente.
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Cette méthode permet de déterminer au bout de 18-24 heures la
concentration minimale inhibitrice qui est la plus faible concentration
d'antibiotique permettant d'obtenir une inhibition de toute croissance visible
dans les cupules au bout de 24 heures. Elle permet aussi de déterminer la
cinétique de bactéricidie et la concentration minimale bactéricide (CMB) qui est
la plus faible concentration d'antibiotique permettant de détruire 99,9% de la
population bactérienne au bout de 18 heures de contact. La lecture de la
cinétique de bactéricidie se fera sur les géloses de dénombrement 24 heures
apres leur repiquage. Le seuil de coupure pour établir une bactéricidie a 99,9%

est de 5 colonies.

D. CONTROLE DE QUALITE

Un controle de qualité est effectuée a tous les niveaux.

L’utilisation de souches de références permet de juger de la
reproductibilité des tests. Leur utilisation est accompagnée de 1’observance d’un
certain nombre de regles :

Usage stricte de souches de références stres types ATCC.

Bonne conservation des souches selon deux modalités ; conservation dans
des cryotubes a —70°C pour [’utilisation a longue durée ou une conservation en
stock de culture pour ’utilisation en routine.

Concernant les milieux et réactifs, il faut vérifier qu’ils ne sont pas arrivés
a péremption et que leur stockage s’effectue dans les conditions recommandées
par le fabriquant.

La qualité est aussi obtenue par un respect strict des protocoles établis lors

des manipulations.
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IV. RESULTATS ET COMMENTAIRES

A. Streptococcus pneumoniae

Les macrolides ont montré une CMI trés basse sur la totalité des souches
(CMI<2mg/l). L’amoxicilline a montré une action bactéricide sur cinq souches
et une action tolérante pour les deux autres. Les macrolides présentent des

caractéristiques bactéricides et bactériostatiques selon les souches.

Tableau II: Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Streptococcus
pneumoniae par différentes concentrations d’antibiotiques.

ICMI(mag/l) 0,015/0,03|0,0610,12]0,25|0,5|11 (2 |4 |[8 |16 (32 |64 |128|256
Amoxicilline O 01 (1|1 3561616 ]7

Clarithromycine 3 5 |6 B B I 6|7

|[Erythromycine O 2 4 6 |6 617

Spiramycine 0 o1 1 4 |7

Tableau III : Rapport CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Streptococcus pneumoniae

CMI/CMB 1 2 4 8 16 32
Amoxicilline 4 1 1 1
Clarithromycine 3 2 1 1

Erythromycine 4 2

Spiramycine 3 1 1 1 1
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Tableau IV: CMB 99,9% et cinétique de bactéricidie des différents
antibiotiques testés sur les souches de Streptococcus pneumoniae (effectifs
cumulés de bactéricidie)

temps
CMB (mg/l) en 0,03 0,06 |0,12 [0,25 |0,5 |1 2 4 8 16 (32 |64 |128 |256
heures
1 0 0 0 0 0 0 1 1 3 4 4 4 4 G
2 0 0 1 1 1 1 2 3 4 4 4 4 4 6
4 0 0 1 1 1 1 2 3 4 4 4 4 5 6
moxicilline
6 0 1 1 1 1 2 2 4 4 4 4 4 5 6
12
24 0 1 1 1 3 4 B 4 4 4 5 9 5 6
1 0 0 0 0 0 1 3 5 5 5 6
2 0 0 0 0 0 2 5 5 5 6
4 0 0 0 1 3 4 5 6
Clarithromycine
6 1 2 34 |4 5 5 6
12
24 3 3 5 b 5 5 6
1 0 0 0 0 1 2 2 2 3 5 5 6
2 0 0 1 1 2 2 3 4 b 5 56
4 0 i 1 1 2 3 4 6
Erythromycine
6 1 2 2 3 5 5 5 6
12
24 2 3 4 5 5 6
1 0 0 0 0 0 0 0 1 4 6
2 0 0 0 0 0 0 0 1 4 6
- _ 4 0 0 0 0 0 1 1 4 5 6
Spiramycine
6 0 0 1 1 1 2 2 5 5 6
12
i24 0 1 1 2 4 4 5 6
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Figure 1 : Courbes de bactéricidie pour Streptococcus pneumoniae
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B. Staphylococcus aureus

Les céphalosporines présentent des CMI assez élevées, Les CMI de la
ciprofloxacine sont assez basses alors que celles de la gentamicine sont
intermédiaires. L’activité de la ciprofloxacine est de type exclusivement
bactéricide sur les 14 souches testées. Les béta-lactamines sont plutdt tolérantes.
Trois souches se sont montrés résistantes a la céfazoline et deux autres a la

ceftriaxone.

Tableau V : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Staphylococcus
aureus par différentes concentration d’antibiotiques.

CMI(mg/ml) 0,015(0,03(0,0610,1210,25/0,511 2 |4 |8 |16 |32 |64 (128|256
Cefazoline 0 O 01 1 1121211212135 10|11 14
Ceftriaxone O |0 [0 [0 |0OOOOPIBIO [N112/12[14
ciprofloxacine 0O |0 |0 [2 2 6|7 |19 |[12/14

Gentamicine 0 0 |0 |0 |3 |6 |6 |10/13|13]13|14

Tableau VI : Rapport CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Staphylococcus aureus.

CMI/CMB 1 2 14 8 ‘1 6 32
Céfazoline ‘ 7 !1 2 ‘
Ceftriaxone ‘ 2 1 4 13 2
ciprofloxacine 12 2

Gentamicine 8 B I1 1
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Tableau VII: CMB 99,9% et cinétique de bactéricidie des différents
antibiotiques testés sur les souches de Staphylococcus aureus (effectifs cumulés

de bactéricidie)

CMB (mg/l) Ieenmps 0,03 |0,06 0,12 10,25 [0,5 |1 2 4 8 16 |32 |64 128 [256 [>256
heures
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 3 14
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 3 6 14
— 4 0O [0 |0 [0 |0 0o o [0 (o 1 2 2 5 |9 |4
6 O |0 [0 [0 [0 0o 0o [ 1 2 2 2 7 10 |14
12 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 2 3 9 10 |14
- 24 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 2 4 8 10 (14
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 14
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 14
— 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 i 14
6 o (o 0o | o o o |0 [0 |0 1 3 4 4 14
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 B 8 14
24 o o ©0 (o © o O |0 | 2 |3 |5 8 10 [14
1 o o o [0 | | |0 0o |4 9 10 [13 |14
2 0 0 0 0 0 0 0 1 7 10 (11 [14
4 0 0 0 0 0 4 6 7 1M1 (11 |13 (14
Erfietacing 6 0 0 1 1 4 7 7 10 |12 13 |14
12 0 0 1 1 4 7 7 10 (13 |14
24 0 0 2 2 6 7 9 10 (14
1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8 9 9 13 13 |14
2 0 0 0 0 0 0 0 1 3 8 9 12 13 |13 [14
4 0 0 0 0 0 1 2 5 9 9 13 13 (13 |13 |14
ol 6 0 0 0 0 0 0 2 5 9 12 (13 |13 [14
2 0 0 0 0 0 1 5 13 |13 (13 |13 |14
24 0 0 0 0 4 4 7 13 (13 (13 |13 |14
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Figure 2 : Courbes de bactéricidie pour Staphylococcus aureus
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C. Staphylococcus spp (non aureus)

Les activités antibiotiques sont plutot de type bactéricide avec des CMI
basses pour la ciprofloxacine et la gentamicine. Cette bactéricidie est rapidement
obtenue pour la ciprofloxacine au bout de 6 heures et avant 12 heures pour la
gentamicine. Un temps de contact plus long est nécessaire avec les
céphalosporines pour obtenir un abattement bactérien considérable.

Tableau VIII : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Staphylococcus

spp par différentes concentrations d’antibiotiques.

CMI(mg/l) 0,015(0,03|0,06|0,12|0,25(0,5]11 {2 |4 |8 |16 |32 |64 |128|256
Cefazoline o opP P 1T M1 341455516
Ceftriaxone 0 O O 0O 0O OOQN 34151516
ciprofloxacine O o1 |5 |5 |6

Gentamicine O 01 4 |4 6

Tableau IX : Rapport CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Staphylococcus spp.

CMI/CMB 1 2 4 ‘8 16 32
Cefazoline 3 2 1

Ceftriaxone 2 2 2

ciprofloxacine 4 12

Gentamicine 3 2 1

35



Tableau 10: CMB 99,9% et cinétique de bactéricidie des différents

antibiotiques testés sur les souches de Staphylococcus spp (effectifs cumulés de

bactéricidie)

128 [256 [>256

64

32

16

1

0,03 |0,06 0,12 |0,25 |0,5

temps
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heures

12
24

12
24

12
24
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D. Flavobacterium odoratum

La ciprofloxacine montre une activité bactéricide tres rapide avec tous les
rapport CMB/CMI=1. Les CMI sont treés basses elles sont toutes infé€rieures a
0,25 mg/l.

Tableau XI : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de Flavobacterium
odoratum par différentes concentrations d’antibiotiques.

CMI(mg/l) 0,015|0,03/0,06|0,12]0,25(0,511 2 |4 |8 |16 |32 |64 (128|256
Cefazoline 0 O O o o pPooOopEPEMAINPNI|1TR2I131415
Ceftriaxone O |0 o |0j0DoPONPN MM I21415
ciprofloxacine 0 0 |0 |2 |5

Gentamicine 0 O |0 |0 0 22121121214 5

Tableau XII : Rapport CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Flavobacterium odoratum.

CMI/CMB 1 2 4 8 16 32
Cefazoline 2, 3

Ceftriaxone 4 1

ciprofloxacine S

Gentamicine 3 1 1
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Tableau XIII: CMB 99,9% et cinétique de bactéricidie des différents
antibiotiques testés sur les souches de Flavobacterium odoratum (effectifs
cumulés de bactéricidie)

temps
CMB (mg/l) en 0,03 0,06 10,12 10,25 |0,5 |1 2 4 8 16 (32 B4 [128 256 |>256

heures

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 5

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 5

_ 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 3 5

Cefazoline .

6 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 3 5

12 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 3 5

24 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 3 5

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 5

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 5

4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 il 1 2 5
Ceftriaxone

6 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 2 5

12 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 3 5

24 0 0 0 0 0 0 1 1 1 3 4 4 5

1 0 0 0 0 1 2 3 4 4 5

2 0 0 0 1 2 2 4 5

4 0 0 1 2 5
Ciprofloxacine |

6 0 0 1 3 5

32 0 0 2 5

24 0 0 ] 5

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 3 5

2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2 3 3 5

4 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 3 3 4 5
Gentamicine

6 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 3 2 3 5

12 0 0 0 0 1 2 2 2 2 3 3 3 4 5

24 0 0 0 0 2 2 2 2 2 3 4 4 4 5
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E. Pseudomonas aeruginosa

Nous avons voulu tester la cefatrizine, qui est un antibiotique utilisé en
pédiatrie dans le traitement d’infections au bacille pyocyanique. Cependant nous
nous sommes confronté & un probleme technique car n’ayant pu trouver un
solvant adéquat pour dissoudre la poudre de cefatrizine sous forme d’éther dont
nous disposions.

La ciprofloxacine et la gentamicine ont donné une bactéricidie rapide avec
des CMI basses. Les CMI de la ceftriaxone s’échelonnent entre 1 et 64 mg/|

mais les CMB obtenues sont trés élevées.

Tableau XIV : Effectifs cumulés d’inhibition des souches de pseudomonas
aeruginosa par différentes concentrations d’antibiotiques.

lcmiimgn) 0,015(0,0300,06(0,12/025/0.511 |2 |4 |8 |16 [32 |64 |128]256
Ceftriaxone O o0 o o 0011241517 9|11
Ciprofloxacine o 0 0 |1 |4 (5 101011111112
Gentamicine O 0 0o 1 2 (719 101111111112

Tableau XV : Rapport CMB/CMI des antibiotiques testés sur les souches de
Pseudomonas aeruginosa.

|[CMI/CMB 1 2 = 8 16 32
[Ceftriaxone 4 1

C_iprofloxacine 5

Gentamicine 3 1 1
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Tableau XVI: CMB 99,9% et cinétique de bactéricidie des différents
antibiotiques testés sur les souches de Pseudomonas aeruginosa (effectifs

cumulés de bactéricidie)

temps
|ICMB (mg/l) en 0,03 |0,06 (0,12 10,25 |0,5 |1 2 4 8 16 (32 |64 |128 [256 [>25B6
heures
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 11
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 4 11
. 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 7 11
Ceftriaxone
6 0 0 0 0 0 (0] 0 0 0 0 1 1 )4 8 11
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 6 9 11
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5 7 10 |11
1 0 0 0 0 3 3 5 6 9 10 |10 (11 (11 |11 12
2 0 0 0 1 3 |4 5 8 10 [0 11 11 11 1 12
‘ 4 0 0 1 2 3 5 9 10 (10O 1o 11 |11 p1 (12
Ciprofloxacine
6 0 0 1 4 6 10 10 10 |10 (O (11 |11 (2
12 0 0 1 4 6 10 (10 |10 |10 |10 [11 |12
24 0 0 1 4 6 10 |10 |10 10 10 [11 [12
1 0 0 0 0 0 1 1 2 4 7 9 10 (M1 |11 [12
2 0 0 0 1 1 1 2 5 6 8 9 10 M1 1 (12
4 0 0 1 1 2 2 6 7 9 10 (MO 11 1 P 12
Gentamicine
6 0 0 1 1 3 5 8 9 10 (10 (11 (11 11 11 12
12 0 0 1 2 5 6 10 110 111 (11 (1 |11 11 n2
24 0 0 1 2 6 7 10 110 11 111 (11 |11 111 p12
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V. DISCUSSION

Le but de notre étude ¢était d’étudier le comportement de différents
antibiotiques sur des souches bactériennes isolées d’infections sévéres. Les
antibiotiques testés se sont révélés a I’antibiogramme pour ’essentiel efficaces
sur les souches étudiées. Il s’est agit d’antibiotiques couramment utilisés en
thérapeutique pour ces types d’infections.

Ces épreuves de cinétique de bactéricidie ont été assez fastidieuses d’un
point de vue technique. Elles ont toutefois eu le mérite de préciser ; le mode
d’action bactéricide des antibiotiques (bactéricidie temps ou dose dépendante) ;
de déterminer la CMI et la CMB, mais aussi de faire apparaitre le comportement
tolérant de certaines souches vis a vis d’antibiotiques. Ces données complétent
les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques comme |’antibiogramme et
permettent ainsi un meilleur réajustement du traitement par le thérapeute.

Les difficultés majeures dans les manipulations tiennent surtout a un bon
calibrage des inocula bactériens a tester mais aussi a la rapidité requise dans les
repiquages sur la gélose de dénombrement. La maitrise de ces difficultés
techniques nous a permis d’étudier la cinétique de bactéricidie de 44 souches
avec pour chaque souche 3 a 4 antibiotiques testés sur une gamme de 15

concentrations.

A. ACTIVITE BACTERICIDE DES BETALACTAMINES

L’amoxicilline et deux céphalosporines ont €té testés dans cette étude. Ces
béta-lactamines ont montré sur les souches sensibles une activité bactéricide de

type « temps dépendant ». En effet sur I’essentiel des germes testés un temps de
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contact supérieur a 6 heures a été généralement nécessaire pour obtenir par
exemple une CMB de ’ordre de 4 fois la CMI. Cette bactéricidie temps
dépendante est caractéristique des béta-lactamines, elle a été largement décrite
dans la littérature.(13, 49)

Six souches de pneumocoques sur les sept testées ont montré une CMI
inférieure ou égale a 2mg/l, des résultats similaires sont retrouvés dans la
literrature (17, 33 ).

L’activité est de type bactéricide strict (CMB/CMI = 1 ou 2) pour cinq
des germes alors que chez les deux autres on retrouve une action tolérante.
L’une de ces souches tolérantes reste toutefois sensible avec une CMI a 1mg/I.
Cette tolérance généralement liée a une mutation refléte chez ces souches,
I’absence de la mise en jeu du systéme conduisant a la mort bactérienne alors
que la sensibilité reste inchangée car I’activité bactériostatique de 1’antibiotique
liée a son affinité pour les PLP reste identique. Moreillon et al (16) ont montré
dans I’une de leurs études que 32% des souches de pneumocoques sensibles a la
pénicilline étaient tolérantes. Ces phénomenes de tolérance sont a surveiller car
il a été montré chez les pneumocoques une corrélation positive entre résistance
et tolérance. Aussi les souches tolérantes en elles-mémes étaient moins
efficacement éradiquées que les souches non tolérantes.

Sur les 14 souches de Staphyloccocus aureus deux se sont montré
résistantes a la ceftriaxone et la céfazoline. Il s’agit probablement de souches
methicilline résistantes qui sont typiquement hospitalieres. Ces types de souches
présentent une résistance croisée a toutes les béta-lactamines. Cette résistance a
été expliquée par certains auteurs par la présence, chez ces souches, d’'une PLP
surnuméraire (PLP2a) qui a une faible affinité pour toutes les béta-

lactamines.(10, 32)
Ndoye I (38) avait trouvé en 1993 dans notre laboratoire d’étude que 60%

des S.A.R.M. étaient résistantes a la ceftriaxone.
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Les CMI obtenues avec la ceftriaxone sont inférieures a celles de la
cefazoline, cependant I’activité de la ceftriaxone a une tendance a étre tolérante
deux souches présentent d’ailleurs un rapport CMB/CMI = 32.

[l a été suggeéré que la tolérance est une phase prédictive de la résistance
(13, 24).

Une recroissance tardive a été obtenue pour deux souches entre la
douzieme et vingt quatriéme heure.

Des souches de staphylocoques a coagulase négative ont été testées, en
effet ces souches prennent une place de plus en plus importante dans les
infections nosocomiales surtout chez les individus immunodéprimés.

Les performances de la ceftriaxone et de la céfazoline sur ces
staphylocoques coagulase négative ont été meilleures que sur les souches
staphylococcus aureus. Aucune résistance n’a été décelée, les CMI et CMB ont
été plus basses, les rapports CMB/CMI sont beaucoup plus proches de 1 ( elles
sont toutes inférieures ou égales a 4. La meilleure sensibilité des staphylocoques
coagulase négative vis a vis des souches de staphylococcus aureus a été décrite
par Bismuth et al. (5)

La ceftriaxone et la céfazoline ont montré une activité bactéricide temps
dépendante sur les souches de flavobacterium odoratum. La ceftriaxone reste
toujours plus active, les CMI sont inférieures ou égales a 32 mg/l pour 4 des 5
souches testées.

Dix souches de pseudomonas aeruginosa sur les douze testées a la
ceftriaxone ont donné de CMB 8 a 32 fois plus élevés que la CMI. Cette
tolérance de pseudomonas aeruginosa aux béta-lactamines a été retrouvée dans
d’autres études (13). Mais il faut noter que cette bactéricidie est tres lente et
qu’elle peut se poursuivre au dela des vingt quatre heures. (14)

Les béta-lactamines montrent dans I’ensemble pour les souches sensibles

une activité bactéricide tres nette pour les pneumocoques et flavobacterium.
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Cette activité est moins nette pour les staphylocoques alors qu’elle a tendance a
étre de nature tolérante pour les souches de Pseudomonas.

D’un point de vue cinétique [’activité de ces béta-lactamines est peu
tributaire de la concentration ; elle est de nature temps dépendante et trés lente
pour les souches de pseudomonas. Drugeon et Lambert (19, 29) ont trouve a la
suite d’une étude menée sur les souches de Pseudomonas aeruginosa qu’aucune
des béta-lactamines de leurs tests n’était bactéricide en 6 heures pour des
concentrations égales a 64 fois la CMI. Donc d’un point de vue pratique, la
tendance des thérapeutes a augmenter les doses de béta-lactamines pour faire

face a des infections séveres n’est pas justifiée.

B. ACTIVITE BACTERICIDE DES MACROLIDES

Les macrolides sont des antibiotiques considérées comme
bactériostatiques. Nous les avons testés sur des souches de pneumocoques isolés
d’infections respiratoires basses. Les CMI que nous avons obtenues sont trés
basses en accord avec les CMI déterminées par Diouf F(15) sur les mémes
souches en utilisant la méthode de diffusion en gélose.

Les CMI obtenues avec la clarithromycine sont plus basses que celles de
la spiramycine et de I’érythromycine.

Les CMB obtenues ont été assez proches des CMI cependant ceci n’est
pas a interpréter « forcément» comme une activité bactéricide de ces
antibiotiques. Cette mortalité bactérienne pourrait étre expliquée par la fragilité
des pneumocoques qui peuvent étre soumis in-vitro a une lyse spontanée
modifiant les paramétres de bactéricidie ce phénoméne a été suggéré par

Shanholtzer(45).
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C. ACTIVITE BACTERICIDE DE LA GENTAMICINE

La gentamicine a été testée sur les souches de Staphylocoques, de
Flavobacterium et de Pseudomonas. Sur I’ensemble de ces souches I’activité
bactéricide a été plus ou moins rapide.

Concernant les souches de staphylococcus aureus, 13 sur les 14 souches
testées ont présentées des CMI inférieures ou égales a 4 mg/l cette bonne
sensibilité est accompagnée d’une activité bactéricidie assez rapide avec atteinte
de la CMB entre 6 et 12 heures en moyenne.

Les staphylocoques sont naturellement sensibles aux aminosides.
Néanmoins, ces bactéries peuvent acquérir des enzymes modificateurs des
aminosides (6). Il s’agit de transférases capables de dégrader les molécules
d’aminosides. Ces enzymes de résistance sont généralement codés par des
plasmides facilement transférables par conjugaison ( 35 ). Une enzyme peut ne
pas conférer un phénotype apparent de résistance, c’est a dire que la souche
paraitra sensible a |’antibiogramme. Cependant si |’antibiotique conserve son
activité bactériostatique, il a perdu une partie ou la totalité de son activité
bactéricide. Chez I’une des souches, I’écart retrouvé entre la CMB qui est de 64
mg/l et sa CMI de | mg/I pourrait étre lié a I’acquisition de ce type d’enzyme.

Chez les souches de staphylocoques a coagulase négative un méme profil
d’activité bactéricide a été retrouvé. Toutefois comme I’indique la littérature, les
niveaux de sensibilité obtenus sont encore plus bas.(49, 5)

[’activité de la gentamicine sur les souches de Pseudomonas a été
nettement bactéricide. Les CMI s’échelonnent entre 0,12 et 64 mg/l avec une
modale située a 0,5mg/l. les CMB sont en général atteintes apres 6 a 12 heures
de contact. Les CMB de la gentamicine sur Pseudomonas aeruginosa obtenues
lors de notre étude sont plus basses que celles de Juvin et al.(28) Cependant
pour I'une des souches la CMB = 32mg/] alors que sa sensibilité est conservée

(CMI = 0,5mg/l). ce type de concentrations €levé est difficile a obtenir in-vivo
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avec la gentamicine. Ainsi donc |’éradication de ce type de souche peut se
traduire au point de vue clinique par des difficultés thérapeutiques. Il pourrait
alors étre nécessaire une adaptation de la posologie avec augmentation des doses
ou association avec d’autres antibiotiques.

Ce niveau de CMB tres élevé a été retrouvé pour deux souches de

flavobacterium odoratum avec toujours conservation de la sensibilité.

D. ACTIVITE BACTERICIDE DE LA CIPROFLOXACINE.

Sur I’ensemble des souches étudiées et qui ont été sensibles, la
ciprofloxacine a de loin présenté le meilleur profil bactéricide. 1l s’agit d’une
bactéricidie rapidement atteinte. Les CMB obtenues ont été en général tres
proches des CMI: 1 a 2 fois la CMI confirmant les résultats de études de
Ndaw.(37)

Les CMB ont été atteintes au bout de 4 a 6 heures de contact pour les
bacilles gram négatif, alors qu’elles I'ont été plus tardivement avec les
staphylocoques (entre 6 et 12 heures).

Sur les souches de Flavobactéruim et de Pseudomonas, la bactéricidie est
nettement de type « concentration dépendante ». Une CMB inférieure ou égale a
1mg/l est atteinte au bout de 6 heures sur 10 des 12 souches de Pseudomonas.

L’une des souches de Pseudomonas aeruginosa testée s’est révélée
résistante a la ciprofloxacine et aux autres antibiotiques. Les mécanismes de
résistance au quinolones peuvent étre liées a des mutations ponctuelles au
niveau de I’ADN Gyrase bactérien (4, 53) ou a la baisse de la pénétration de

I’antibiotique par un mécanisme d’efflux actif ou de diminution des porines.

En définitif il faut noter que la bactéricidie obtenue in-vitro n’est pas dans
tous les cas superposables a celle obtenue in-vivo. En effet dans I’organisme

interviennent des considérations pharmacocinétiques telles que la
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biodisponibilité de I’antibiotique au niveau du foyer infectieux et d’autres liées
aux capacités immunitaires du malade. Aussi les conditions physico-chimiques
de détermination de |’activité bactéricide in-vitro, étant différentes de celles de

I’organisme, peuvent modifier I’activité des antibiotiques (13).
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Conclusion



VI. CONCLUSION

Chez certains malades, |’apparition d’états ou les processus de défense
antibactériennes sont diminués ou abolis a conduit les cliniciens a rechercher
I’emploi d’antibiotiques rigoureusement bactéricides. Donc d’antibiotiques dont
les microbiologistes peuvent démontrer 1’action létale sur les bactéries.

Ainsi au dela des études de sensibilité couramment réalisées en
laboratoire, les études de la bactéricidie des antibiotiques peuvent s’avérer
nécessaires pour une meilleure prise en charge thérapeutique des malades. C’est
le cadre dans lequel s’est inscrit notre étude.

En effet, nous avons testé in vitro I’activité bactériostatique et bactéricide
de huit antibiotiques : 3 macrolides (la clarithromycine, |’ erythromycine et la
spiramycine) ; de trois béta-lactamines (I’amoxicilline, la ceftriaxone et la
cefazoline) ; d’une aminoglycoside (la gentamicine) et d’une fluoroquinolone (la
ciprofloxacine).

La méthode de microdilution sur microplaque a été utilisée. Elle a permis
de tester un total de 44 souches réparties ainsi qu’il suit :

e 7 Streptoccocus pneumoniea.

e 14 Staphyloccocus aureus.

e 6 Staphyloccocus spp (coagulase négative).
e 5 Flavobacterium odoratum.

e 12 Pseudomonas aeruginosa.

Pour ces souches ont ét¢ déterminées les concentrations minimales
inhibitrices et bactéricides. Mais aussi il a été suivi I’évolution de la bactéricidie
des antibiotiques au cours du temps (cinétique de bactéricidie).

D’un point de vue technique, la réalisation de ces épreuves de bactéricidie
a été assez fastidieuse.

Cependant de notre étude il ressort principalement que :
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v" Les béta-lactamines ont montré, dans I’ensemble, sur les souches
sensibles, une bonne activité bactéricide sur les pneumocoques.
Cette activité a été moindre pour les staphylocoques avec quelque
cas de tolérances. Ces phénomeénes de tolérances ont été plus nettes
et fréquentes avec les souches de Pseudomonas aeruginosa.
L’activité des céphalosporines sur les souches de Flavobacterium
odoratum a €té aussi bonne.

v Pour les macrolides des CMI trés basses ont été retrouvées chez des
souches de pneumocoques.

v' La gentamicine s’est révélée étre nettement bactéricide. Avec une
bactéricidie de type dose dépendante. Les CMB ont été atteintes
apres 6 a 12 heures de contact. Des phénomeénes de tolérance ou
résistance se sont révélés avec des souches de staphylocoques et de
pseudomonas.

v" La ciprofloxacine s’est révélée comme |’antibiotique plus
bactéricide de notre étude. En effet les seuils de bactériostase et de
bactéricidie ont été treés bas. Les CMB rapidement atteintes au bout

de 6 heures étaient €gales ou trés proches des CMI.

Notre étude nous a aussi permis de voir que les antibiotiques peuvent
présenter, au sein d’une méme espece bactérienne, des profils différents de
bactéricidie. Ces profils peuvent varier de la bactéricidie parfaite a la résistance
en passant par les phénomenes de tolérance. Une variabilité de la cinétique de
bactéricidie des antibiotiques était aussi possible. Ainsi il serait difficile de
maniére probabiliste ou a partir uniquement du profil de sensibilité de présager
de ’activité bactéricide d’un antibiotique sur une souche. D’ou tout I’intérét
dans les infections séveres ol une bactéricidie rapide et stricte est requise d’

effectuer ces épreuves de bactéricidie.

52



L’intérét clinique des résultats de cette étude est de permettre un abord
plus facile de la pharmacodynamie des antibio'tiques. Par exemple la notion de
temps dépendance caractérisant la bactéricidie de certains antibiotiques remet en
cause la tendance naturelle de certains thérapeutes a augmenter les doses dans le
traitement des infections séveres. Une tendance du reste parfaitement justifiée
lorsque I’activité de I’antibiotique est dose dépendante ( cas de la gentamicine
dans notre étude).

Ces résultats peuvent suggérer I’usage d’une association synergique
d’antibiotiques bactéricides pour venir a bout de certaines infections.

Au terme de notre étude il apparait que face a un antibiotique donné, les
souches d’une espeéce bactérienne donnée sont susceptibles de comportements
variables et que la bactéricidie reste un phénomene difficile a étudier. A cet
égard, des techniques simplifiées devraient étre standardisées pour permettre une
réalisation aisée et fiable des études de bactéricidie dans la routine du laboratoire
de bactériologie clinique. Des dispositifs techniques d’automatisation et de

comptage des bactéries devraient aider en cela.
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